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INTRODUCCIÓN
El perfil volátil del aceite esencial
de clementinas es semejante cualitati-
va y cuantitativamente a otros cítricos
como naranjas (Citrus sinensis)
(Viuda-Martos et al., 2009), aunque
hay que tener en cuenta que sólo se
pueden comparar variedades cultiva-
das en condiciones similares (Fanciu-
llino et al., 2006). Las mandarinas, de
donde proceden las clementinas,
están clasificadas en más de 30 espe-
cies, de acuerdo con el sistema esta-
blecido por Tanaka (1961). Estas
especies están compuestas por entre
una y varias decenas de variedades,
en ocasiones muy difíciles de diferen-
ciar morfológicamente. Dado que la
variabilidad química del aceite esen-
cial de la corteza delos cítricos depen-
de de los factores genéticos, el estudio
químico de dicho aceite ayuda a dife-
renciar estas variedades (Ruberto
et al., 1997; Merle et al., 2004).
Los compuestos más abundantes
del aceite esencial de las clementinas,
y en general de los cítricos, son com-
puestos de origen terpénico de bajo
peso molecular, esto es, monoterpe-
nos y sesquiterpenos, compuestos de
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10 y 15 átomos de carbono, respecti-
vamente (Ruberto et al., 1997; Dugo y
col., 2002; Merle et al., 2004). Estos
terpenos representan aproximada-
mente el 95% de todo el aceite esen-
cial, siendo el monoterpeno limoneno
el compuesto mayoritario (alrededor
del 92%del total) (Merle et al., 2004;
González-Mas et al., 2010). Otros
monoterpenos hidrocarbonados im-
portantes en el aceite esencial de
mandarinas son a- y B-pineno, a- y
y-terpineno, camífeno, sabineno,
B-mirceno, a-felandreno, 3-careno, y
otros. También destacan otros mono-
terpenos con funciones oxigenadas,
comoel alcohol linalool o trans-carveol,
los aldehídos citronellal o neral y la
cetona carvona. En cuanto a los ses-
quiterpenos identificados en los acei-
tes esenciales de cítricos, encontra-
mos tanto hidrocarbonados (por ejem-
plo a-copaeno o a-humuleno) como
oxigenados con algún grupo funcional
tipo cetona, alcohol o aldehído como
cis-nerolidol o a- y B-sinensal. Otros
compuestos no pertenecientes al
grupo de los terpenos también se sue-
len identificar en los aceites esencia-
les de cítricos, como compuestos ali-
fáticos de más de cinco átomos de
carbono, derivados de la degradación
de los ácidos grasos. Ejemplos de
estos últimos son el trans-2-hexenal,
muy frecuente en el aceite esencial de
los cítricos y responsable del aroma a
hierba fresca (González-Mas et al.,
2010) o los aldehídos octanal y deca-
nal, que le proporcionan un aroma a
grasa (Cornell University, 2004).
También se ha descrito en estos acei-
tes el compuesto a-ionona que perte-
nece al grupo de los norisoprenoides
(Viuda-Martos et al., 2009).
Se han descrito numerosas activi-
dades biológicas de estos aceites de
cítricos, tales como antibacterianas,
antifrúngicas y antioxidantes (Chutia
et al., 2009; Costa et al., 2014; Wang
et al., 2014). También se usan fre-
cuentemente en la industria alimenta-
ría y en cosmética y perfumería. En
cuanto a su función fisiológica, los
aceites esenciales tienen funciones
de defensa contra patógenos y herbí-
voros, y de atracción de insectos poli-
nizadores y dispersores de semillas
(Bruneton, 2001).
El presente trabajo se centra en el
estudio comparativo de los compues-
tos volátiles que integran el aceite
esencial del flavedo de los frutos de
dos variedades de clementinas, la
variedad Clemenules y la variedad
Clemenpons. Ambas son variedades
cuyos frutos son morfológicamente
indistinguibles, ya que son muy seme-
jantes en cuanto al tamaño, peso, diá-
metro, relación diámetro/altura, tama-
ño de la corteza, color, porcentaje de
zumo y ausencia de semillas. Su
periodo de cosecha también es muy
semejante, aunque Clemenpons es
más temprana, ya que suele adelan-
tarse quince días respecto a Cleme-
nules y su campaña finaliza también
dos o tres semanas antes (Soler-
Aznaret al., 2006). Hasta ahora, nin-
guna investigación realizada había
permitido distinguir los frutos de
ambas variedades. A nivel popular, los
agricultores siempre han afirmado que
la corteza de los frutos de la variedad
Clemenpons tiene un aroma anisado
que no se logra percibir en la de la
variedad Clemenules. En un trabajo
previo de los participantes de este tra-
bajo se consiguió diferenciar el aroma
del aceite esencial de Clemenules y
Clemenpons del de otras variedades
de mandarinas como Arrufatina y Cle-
mensol, pero fue imposible distinguir
entre estas dos primeras variedades
(González-Mas et al., 2010). Para
dicho trabajo se comparó el aceite
esencial de los frutos de todas estas
variedades durante una sola campaña
y en una sola localización, y en él se
pudo apreciar que los aceites esencia-
les de Clemenules y Clemenpons tie-
nen un alto porcentaje del monoterpe-
no limoneno, de alrededor de un 94%,
así como porcentajes inferiores al
1,5%de otros terpenos, principalmen-
te monoterpenos, como sabineno.
El objetivo de este trabajo ha sido,
por tanto, establecer si es posible dife-
renciar los aceites esenciales de los
frutos de Clemenules y Clemenpons y,
en el caso de que así fuera, identificar
los compuestos volátiles responsa-
bles de esa diferencia. Para ello se ha
realizado un estudio metabolómico no
dirigido del perfil volátil de estos acei-
tes, empleando muestras recogidas
no sólo durante una campaña (como
en el trabajo anteriormente citado)
sino durante dos años consecutivos y
en dos localizaciones diferentes.
MATERIAL Y MÉTODOS
Material Vegetal
En 2009 los frutos fueron recogi-
dos a partir de árboles de Clemenules
y Clemenpons (Citrus clementina
Hort. ex Tan.) situados en la parcela
número 5 (P5) de la Estación
Experimental del /nstituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (IVIA),
situada en Moncada, Valencia. En el
segundo año del ensayo, 2010, los
frutos fueron recogidos a partir de la
misma parcela del año anterior, así
como a partir de otra parcela pertene-
ciente a la colección de germoplasma
(BG) de la estación experimental del
IVIA. Esta estación tiene un clima
Mediterráneo (lluvia total de 429 mm
en el año 2009 y 391 mm en el año
2010 y una temperatura media de
14,8 y 12,5 “C entre octubre y diciem-
bre de 2009 y 2010, respectivamente).
Los árboles de ambas variedades cre-
cieron bajo las mismas condiciones
ambientales, de suelo y de prácticas
agrícolas y de orientación, ya que
ambaspresentan la orientación de las
filas de árboles N-S y la de las caras
de los árboles E-O. No obstante, en el
banco de Germoplasma los árboles
están más separados entre sí, con lo
cual la influencia de la orientación en
el desarrollo del árbol y sus frutos es
menos importante que para los árbo-
les de la P5.
Toma de muestras
En 2009, los frutos de Clemenules
y Clemenpons fueron recogidos du-
rante ocho días diferentes a partir de
la parcela 5: 7/10/2009, 20/10/2009,
27/10/2009, 3/11/2009, 10/11/2009,
18/11/2009, 25/11/2009 y 2/12/2009
(para esta última fecha solo se toma-
ron muestras de Clemenules, porque
ya se había acabado la campaña para
Clemenpons). Los frutos de Cleme-
nules y Clemenpons en 2010 fueron
recogidos durante siete días diferen-
tes, tanto en la parcela 5 como en el
banco de germoplasma: 21/10/2010,
28/10/2010, 3/11/2010, 11/11/2010,
18/11/2010, 25/11/2010 y 2/12/2010.
Cada día de recogida se tomaban
aproximadamente 15 frutos por varie-
dad y por localización, procedentes de
tres árboles por variedad para la
Parcela 5 y de dos árboles por varie-
dad para el Banco de Germoplasma.
Una vez en el laboratorio, se pre-
paraban dos muestras por cada varie-
dad y también, solo en 2010, por cada
localización. Para la obtención de
cada muestra se tomaban cinco frutos
de cada variedad de un peso medio
de 80 9, sin ningún daño aparente y
de maneraaleatoria. A partir de estos
cinco frutos se cortaban cerca de 50
gramos de corteza, en trozos de apro-
ximadamente 4 cm?, a los cuales se
les eliminaba el albedo con ayuda de
una cuchilla, quedando solo el flave-
do, que a continuación se introducía
en un frasco de plástico para su con-
gelación a -80 “C hasta la extracción
del aceite esencial, que se realizaba
como máximo en los seis días siguien-
tes a su recogida. Cada frasco pasaba
a ser considerado ya una muestra. Así
Na
pues, durante 2009 se obtuvieron 30
muestras, cuatro muestras (dos de
cada variedad) por día de recogida (8
fechas), menos el último día que solo
se recogieron dos muestras para
Clemenules. Durante 2010 se obtuvie-
ron 56 muestras, ocho muestras (cua-
tro de cada variedad) por día de reco-
gida (7 fechas), ya que procedían de
dos localizaciones diferentes.
Obtención del aceite esencial
En el momento dela extracción del
aceite esencial el material de cada
frasco fue descongelado a temperatu-
ra ambiente durante 10 minutos y
luego se introdujo en un matraz redon-
do de 250 mL. Se añadieron 120 mL
de agua destilada a cada matraz, que
se acopló a un sistema de destilación
Clevenger (Figura 1, pág. 238). Cada
matraz se calentó a 60 “C durante tres
horas. Al cabo de este periodo se
recogió la muestra del aceite, normal-
mente de 0,5 mL de volumen. El ren-
dimiento de todas las extracciones
osciló entre el 1,0-1,1% (mL/100g de
peso fresco flavedo). Estas muestras
se mantuvieron congeladas a -20 “C
hasta el momento de su análisis. Se
realizaron 86 análisis en total, uno de
cada una de las muestras.
Análisis del aceite esencial median-
te Cromatografía de Gases acopla-
da al Espectrómetro de Masas, pre-
via concentración del mismo
mediante la técnica de espacio en
cabeza-microextracción en fase
sólida (HS-SPME)
Las muestras de aceite fueron ini-
cialmente diluidas 1:100 con dicloro-
metano, para lo cual se diluyeron 4 uL
de aceite esencial en 396 LL de diclo-
rometano. A continuación se tomaron
10 pL de esta solución y se introduje-
ron en un vial de espacio de cabeza
de 10 mL con tapón de rosca junto con
990 uL de agua mili-Q. La concentra-
ción final de aceite esencial en estos
viales fue, por tanto, de 100 nL/mL,
esto es, 100 ppm. Los compuestos
volátiles se capturaron por microex-
tracción en fase sólida a partir del
LEVANTE AGRICOLA
4* Trimestre 2015 EE,
VARIEDADES
espacio de cabeza de estos viales
(HS-SPME). Para ello se incubaron
las muestras a 50 “C durante 10 min
en agitación (500 rpm). Luego se
introdujo en el vial la fibra de SPME
(con un recubrimiento de 65 hm de
grosor de una mezcla de divinilbence-
no y polidimetilsiloxano) durante 20
min, en las mismas condiciones de
agitación y temperatura que la incuba-
ción. Finalmente, los volátiles adsorbi-
dos en la fibra se desorbieron a 250 “C
durante 1 min en el puerto de inyec-
ción del cromatógrafo de gases
(6890N), el cual estaba acoplado al
espectrómetro de masas 5975B
" (ambos de la marca Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, California, USA)
equipado con un automuestreador
COMBI-PAL (CTC Analytics, Zwingen,
Suiza). Posteriormente a la desorción
de la fibra, ésta se introdujo en una es-
tación de acondicionamiento a 250 “C
durante otros 5 min a fin de evitar con-
taminaciones cruzadas.
Para el cromatógrafo de gases se
utilizó una columna capilar JEW
Scientific DB-5ms de 60 m de longi-
tud, 0,25 mm de diámetro interno y
1 pm de espesor de la fase estaciona-
ria, constituida ésta última por un 5%
de fenilpolisiloxano y un 95%de dime-
tipolisiloxano (Agilent Technologies).
El tiempo de análisis fue de 49 min,
con una temperatura inicial del horno
de 40 *“C durante 2 min, luego se
aumentó la temperatura 5 *C por min
hasta alcanzar los 250 “C, mantenién-
dose así durante 5 min. El flujo de
Helio fue de 1,2 mL/min. En cuanto al
detector de Masas, se trabajó en
modo impacto electrónico, con 70 eV
de energía de ionización y 230 *C de
temperatura de la fuente de ioniza-
ción. La adquisición fue llevada a cabo
en modo scan, haciéndose un barrido
entre las masas de 35 a 220 m/z (siete
scans por segundo). Los cromatogra-
mas y los espectros de masas fueron
registrados mediante el software
Enhanced ChemsStation Data Analysis
para CG-EM (Agilent). La totalidad de
los picos cromatográficos fueron pro-
cesados mediante un análisis no diri-
gido con el software MetAlign (desa-
rrollado en Wageningen UR,
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Holanda). Dicho procesamiento con-
sistió en el alineamiento de todos los
cromatogramas y posterior cuantifica-
ción de todos los compuestos volátiles
mediante la altura de los picos de
cada uno de los ¡ones de sus espec-
tros de masas, tanto correspondientes
a compuestos conocidos como desco-
nocidos. Posteriormente al análisis
estadístico multivariante de estos
datos, para aquellos picos que se con-
sideraron de particular interés, es
decir, los más diferentes entre ambas
variedades, se hizo una segunda
cuantificación más precisa en base al
área de estos picos mediante el soft-
ware Enhanced Chemstation Data
Analysis con posterior revisión manual
de cada pico (ver cuantificación de los
compuestos).
Identificación de los compuestos
Los compuestos se consideraron
identificados de forma inequívoca
cuando su espectro de masas se
correspondía al de ese compuesto en
la base de datos de espectros de
masas NIST 05 (National Institute of
Standards and Technology) y además
su tiempo de retención fue el mismo
que el de su correspondiente patrón
comercial inyectado en las mismas
condiciones cromatográficas que las
muestras. Los patrones fueron com-
prados a las empresas Sigma-Aldrich
Química (Madrid) y Extrasynthese
(Francia). Algunos compuestos fueron
exclusivamente identificados por la
homología de su espectro de masas
con el de los compuestos en la base
de datos NIST 05 (Tabla 1 y Tabla 2),
ya que son productos que no están
disponibles comercialmente; por lo
tanto su identificación debe ser consi-
derada como tentativa.
Cuantificación de los compuestos
Como es habitual en trabajos de
metabolómica, se hizo una cuantifica-
ción relativa de los compuestos, esto
es, los resultados de una muestra en
particular se expresaron como la
razón de los niveles de cada uno de
los metabolitos detectados en esa
muestra respecto a los niveles de
cada uno deellos en una muestra de
referencia analizada en el mismo
ensayo, Para las muestras de 2009 se
tomó como referencia la muestra
Clemenules P5-1 (la réplica biológica
n*1 de Clemenules recolectada más
temprana en la parcela 5 de ese año,
eso es, el día 7/10/2009). Para las de
2010 se tomó como referencia la
muestra Clemenules BG-1 (la réplica
biológica n*1 de Clemenules recolec-
tada más temprana en la parcela
Banco de Germoplasma de ese año,
eso es, el día 21/10/2010). Esta mues-
tra de referencia se inyectó regular-
mente cada 5-6 muestras a lo largo de
todo el ensayo, y fue utilizada para
corregir los sesgos debidos a las osci-
laciones en la sensibilidad por deriva
del detector y, sobre todo, las debidas
al envejecimiento de la fibra.
Para el análisis del cromatograma
con MetAlign se utilizaron todos los
iones del espectro de masas de cada
compuesto. Para el análisis con
Enhanced ChemStation Data Analysis
de los picos seleccionados se escogió
un ión con relación masa/carga (m/z)
específico para cada compuesto. Se
seleccionó aquel ión que fuera lo sufi-
cientemente específico como para
permitir una buena integración en esa
región del cromatograma y que tuvie-
ra la mejor relación señal/ruido.
Análisis estadístico
Dada la gran complejidad de la
información extraída de los cromato-
gramas mediante el abordaje no dirigi-
do (más de 11000 datos para cada
cromatograma), para su interpretación
se recurrió a análisis multivariante.
Inicialmente se realizó un análisis de
componentes principales (PCA), tanto
de todas las muestras juntas como de
cada año por separado. Posterior-
mente también se hicieron tres análi-
sis PLS-DA (análisis de mínimos cua-
drados parciales o proyección de es-
tructuras latentes-análisis discriminan-
te), uno incluyendo todas las muestras
del 2009 y del 2010, otro incluyendo
todas las muestras del 2009 y el últi-
mo con todas las muestras del 2010.
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En ambos tipos de análisis, la
razón de los niveles de cada uno de
los metabolitos detectados en cada
muestra respecto a los niveles de
cada uno de ellos en la muestra de
referencia fue transformada con el
logaritmo en base 2. La normalización
para los análisis PCA y PLS-DA fue
Pareto. Para todos estos análisis se
usó la versión SIMCA-P version 11
(Umetrics, Umea, Suecia). Una vez se
consiguió identificar los metabolitos
diferenciales entre las dos variedades,
se hizo un análisis estadístico t de
Student para ver la significación esta-
dística de las diferencias encontradas.
RESULTADOSY DISCUSIÓN
Con elfin de determinarsi existían
diferencias entre los aceites esencia-
les de Clemenules y Clemenpons, en
el presente trabajo se analizaron
muestras de ambasvariedades proce-
dentes de dos campañas consecuti-
vas. En la primera campaña se toma-
ron muestras solo de una localización
y en la segunda campaña se tomaron
muestras de árboles en dos localiza-
ciones diferentes. El abordaje del
estudio de los 86 cromatogramas
correspondientes se llevó a cabo
mediante un análisis no dirigido de
todos los picos cromatográficos (más
de 11000 datos -features- por croma-
tograma). El término “no dirigido” sig-
nifica que todos los datos y, por lo
tanto, todas las señales (picos de
iones) detectados a partir de los cro-
matogramas de ambas variedades
fueron tenidos en cuenta, sin ningún
tipo de discriminación previa ni des-
carte, independientemente de la posi-
bilidad o no de identificar los com-
puestos correspondientes a estas
señales. Este estudio permitió generar
una tabla de datos con la altura de
cada uno de los picos (iones) obteni-
dos a patrtir de todos los cromatogra-
mas, corrigiendo pequeñas oscilacio-
nes de los tiempos de retención de los
picos en cada una de las muestras, ya
que este programa se encarga deali-
near los cromatogramas. Dada la gran
cantidad de datos obtenidos mediante
el programa MetAlign no se realizó un
estudio estadístico convencional, ya
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que el número de variables (features)
era extraordinariamente elevado.
Para la correcta interpretación de tal
volumen de datos fue necesario recu-
rrir a análisis estadísticos multivarian-
tes, cuyos resultados se describen en
los dos siguientes apartados.
Análisis de Componentes Principa-
les (PCA)
En primer lugar se realizó un análi-
sis de componentes principales PCA
con todas las muestras objeto de estu-
dio. Al estudiar dicho PCA se observó
una tendencia de las muestras a
separarse por variedades en la mayo-
ría de los ensayos, aunque no era
posible separarlas totalmente, por lo
que dicho análisis no fue concluyente
(Figura 2, pág. 238). Este análisis no
fue determinante debido a la gran can-
tidad de parámetros introducidos: dos
años de recolección (2009/2010), dos
variedades de frutos (Clemenules/
Clemenpons), varios estadíos de ma-
duración (1-8 en 2009; 1-7 en 2010) y
dos parcelas en la cosecha del año
2010: Parcela 5 (P5)/ Banco de Germo-
plasma (BG).
Por ello se procedió a la realiza-
ción de dos PCAsdiferentes para las
muestras recolectadas cada año. La
Figura 3 (pág. 238) muestra el PCA
con las muestras recolectadas en el
año 2009 y la figura 4 el PCA con las
muestras recolectadas en el año
2010, ambos normalizadas a varianza
unitaria, por lo «que todos los com-
puestos tuvieron la misma importancia
a la hora de hacerel análisis, tanto los
de mayor dispersión entre las dos
variedades como los de menor disper-
sión (Jolliffe, 2002). En el PCA del
2009 (Figura 3), en el que se incluyen
todas las muestras de ese año,
correspondientes únicamentea la par-cela 5 (P5), se observa perfectamente
que la segunda componente (PC2)
separa la variedad Clemenules de la
Clemenponsy explica el 14,3 % de lavarianza de los datos, es decir, que
solo el 14,3%de la varianza existente
en las muestras del 2009 permitía
diferenciar ambas variedades.
Sin embargo, al realizar el PCA
con las muestras del año 2010, en el
que se incluyen los datos de dos loca-
lizaciones diferentes (P5 y banco de
germoplasma), no es posible encon-
trar una componente que distinga am-
bas variedades (Figura 4, pág. 238).
A la vista de estos estudios meta-
bolómicos se puede concluir que el
PCA es una herramienta estadística lo
suficientemente potente como para
separar las variedades Clemenules y
Clemenpons, en función de su conte-
nido en compuestos volátiles y de
muestras recolectadas en el año 2009
en la parcela 5. Sin embargo noesútil
para distinguir ambas variedades al
año siguiente, al proceder las mues-
tras de dos parcelas diferentes.
Proyección de Estructuras Latentes
y Análisis Discriminante (PLS-DA)
Con el fin de obtener un análisis
estadístico más concluyente que con
el PCA, se decidió realizar un análisis
de mínimos cuadrados parciales o
proyección de estructuras latentes
(PLS) combinado con un análisis dis-
criminante (DA) y utilizando una
varianza tipo Pareto (Jolliffe, 2002).
Un análisis PLS-DA es un análisis en
el que se crea una nueva variable, lla-
mada variable latente, que facilita
encontrar las diferencias entre dos
matrices de datos, en este caso, los
datos de los cromatogramas de
Clemenules y los datos de los croma-
togramas de Clemenpons(la altura de
los picos de los ¡ones de los com-
puestos). Para este estudio PLS-DA
esta nueva variable fue el tipo de
variedad y a cada una de las dos
variedades se le dio un valor. Esto
supone que cuando se hace un análi-
sis PLS-DA se utiliza información
sobre las posibles tipos de muestras a
priori (en este casoel tipo de variedad
de cada muestra), es decir, en el aná-
lisis PLS-DA se utiliza conocimiento
previo para identificar cuales son los
factores que contribuyen a separar las
dos clases predefinidas, lo cual no se
hace en el PCA. En este análisis se
utilizó una varianza de tipo Pareto, y
no varianza unitaria, para que los
compuestos con mayor dispersión de
datos entre ambas variedades tuvie-
ran más importancia que los com-
puestos con menor dispersión de
datos a la hora de determinarlas dife-
rencias, pero sin anular totalmente la
influencia de estos últimos en los
resultados de este análisis estadístico
(Jolliffe, 2002).
Al estudiar el PLS-DA con todas
las muestras juntas del 2009 y del
2010 se observó que no era posible
separarlas totalmente según la varie-
dad (Figura 5, pág. 238). No obstante,
cuando se hizo un PLS-DA con los
datos de cada año de forma indepen-
diente se observó que era posible
diferenciar las muestras de ambos
tipos de variedades por su contenido
en compuestos volátiles, tanto en el
año 2009 como en el año 2010
(Figura 6 y Figura 7, pág. 238).
El PLS-DAde los datos obtenido a
partir de las muestras del año 2009
mostró que la combinación de la pri-
mera componente (PC1), que explica-
ba el 12% de la varianza de los datos,
con la segunda (PC2), que explicaba
el 6,9%de la varianza, permitía distin-
guir perfectamente entre ambas varie-
dades (Figura 6). En este caso ambas
componentes estaban rotadas aproxi-
madamente 30 grados.
El PLS-DA realizado con los datos
procedentes de las muestras recolec-
tadas en el año 2010, tanto en la par-
cela 5 como en el Banco de Germo-
plasma, fue capaz de separar perfec-
tamente ambas variedades a través
de la combinación de la primera com-
ponente (PC1), que explicaba el
12,8%de la varianza de los datos, con
la segunda componente (PC2), que
explicaba el 7,4% de la varianza
(Figura 7). Como en el caso anterior,
las componentes aparecían rotadas.
Identificación de los compuestos
diferenciales entre la variedad
Clemenules y Clemenpons
Una vez obtenido un análisis esta-
dístico capaz de diferenciar metabóli-
camente los aceites esenciales de
ambas variedades, se procedió a la
identificación de los compuestos volá-
tiles responsables de estas diferen-
cias, tanto en las muestras recolecta-
das en el año 2009 como en las del
año 2010. Solamente aquellos com-
puestos diferenciales que fueron
comunes en ambos años, se conside-
raron como diferenciadores de cada
uno delos dos tipos de aceites esen-
ciales. Las diferencias entre los com-
puestos volátiles fueron de tipo cuan-
titativo y no de tipo cualitativo, es decir,
ambos aceites contenían los mismos
compuestos volátiles, pero algunos de
estos compuestos tenían distinta con-
centración según la variedad.
Compuestos volátiles más abun-
dantes en el flavedo de Clemen-
pons que en el de Clemenules
La tabla 1 muestra los quince com-
puestos volátiles que estaban en
mayor concentración en el aceite
esencial de Clemenpons que en el de
Clemenules. En dicha tabla también
TQ
se indica el ratio entre la abundancia
de dichos compuestos en el aceite
esencial de Clemenpons (medida
comoaltura de los picos de los iones)
y la abundancia de los mismos en el
aceite esencial de Clemenules.
Diez de estos compuestos diferen-
ciales son de naturaleza monoterpéni-
ca, estando presentes en los aceites
de Clemenpons en una cantidad entre
3,3 y 1,3 veces superior que en los
aceites de Clemenules (Tabla 1). En
concreto, tres de ellos son los mono-
terpenos hidrocarbonados 3-careno,
a-terpineno y y-terpineno, mientras
que los otros siete son monoterpenos
oxigenados, de los cuales se han
identificado sin ambigúedad dos de
ellos, el trans-carveol y el acetato de
a-terpinilo, y un tercer compuesto, p-
ment-1-en-9-al, que se ha identificado
tentativamente solo por su espectro
de masas, ya que no existe el patrón
comercial (Figuras 8 y 9, pág. 239).
Tabla 1. Compuestos más abundantes en Clemenpons que en Clemenules.
Ni
Quin)
3-careno 24,31 mt hdc
a-terpineno 24,55 mt hdc
y-terpineno 25,93 mt hdc
no identificado 28,16 mt oxig
| no identificado 28,91 mt oxig
trans-carveol 31,29 mt alc
| p-ment-1-en-9-al9 31,47 mt ald
no identificado 33,49 mt oxig
acetato de o-terpinilo 34,98 mt est
no identificado 36,64 mt oxig
no identificado 38,64 sq hde
a-humuleno 38,71 sq hdc
| no identificado 39,40 sq hde
no identificado 39,89 sq hdc






















2 mt hde= monoterpeno hidrocarbonado; mt oxig= monoterpeno con función oxigenada; mt alc= monoterpeno
alcohólico; mt ald= monoterpeno aldehídico; mt est= monoterpeno esterificado; sq hdc= sesquiterpeno
hidrocarbonado; sq ald= sesquiterpeno aldehídico.
5 Cornell University, 2004.
“ Las medias de las abundancias para cada uno de los compuestos mostraron diferencias significativas entre
ambas variedades, p<0,05, según t de Student.
d Compuesto detectado tentativamente. Tr= tiempo de retención.
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Figura 2.
Análisis de PCA con
los datos obtenidos a
partir de las muestras
de 2009 y 2010.
»
Figura 3.
Análisis de PCA con
los datos obtenidos a
partir de las muestras
del año 2009.
E 1-7 son los estados
de maduración de
menos (1) a más
maduración (7), el (8)
no se mostró.Figura 1. Extracción de tipo Clevenger.
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Figura 4. Análisis de PCA con los datos obtenidos a partir de las muestras
del año 2010.1-7 son los estados de maduración de menos (1)
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Figura 6. Análisis PLS-DA de los datos obtenidos a partir de las muestras
del año 2009. 1-8 son los estados de maduración de menos (1)
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Figura 5. Análisis PLS-DA de los datos obtenidos a partir de las muestras
del 2009 y del 2010. 1-8 son los estados de maduración de menos (1)
a más maduración (8).
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Figura 10. Sesquiterpenos identificados.
El resto de compuestos diferencia-
les son sesquiterpenos. Este tipo de
terpenos poseen quince átomos de
carbono, frente a los diez átomos de
carbono que forman los monoterpe-
nos, de ahí que los sesquiterpenos
sean menos volátiles y tengan un
tiempo de retención mayor en los aná-
lisis cromatográficos que los monoter-
penos (Tabla 1). De los cinco sesqui-
terpenos más abundantes en Clemen-
pons que en Clemenules, cuatro son
hidrocarbonados, de los cuales solo
se ha podido identificar sin ambigúe-
dad el a-humuleno. El quinto sesqui-
terpeno es aldehídico, el a-sinensal,
que ha podido ser identificado única-
mente en base a su espectro de
masas comparándolo con el de la
NIST, ya que no existe su patrón de
forma comercial (Figura 10). Estos
cinco compuestos sesquiterpénicos
no llegan a duplicar su concentración
en Clemenpons con respecto a
Clemenules, de acuerdo con el ratio
mostrado en la tabla 1.
De acuerdo los compuestos que
han sido detectados en mayor abun-
dancia en el aceite de Clemenpons
que en el de Clemenules (Tabla 1), se
observa que el aceite esencial de la
variedad Clemenpons es másrico que
el de Clemenules en determinados
monoterpenos y sesquiterpenos. Los
compuestos monoterpénicos a-terpi-
neno y y-terpineno, ambos hidrocarbo-
nados y monocíclicos (Figura 8) y más
abundantes en Clemenpons, se sue-
len identificar en todos los análisis de
aceites esenciales de cítricos
(Ruberto et al., 1997; Lota et al., 2001;
Merle et al., 2004; Njoroge et al.,
2005; Lan Phi et al., 2006; Boussaada
y Chemli, 2007; Viuda-Martos et al.,
2009; Omori et al., 2011; Deterre et al.,
2012; Bourgou et al., 2012; Tomiyama
et al., 2012; Costa et al., 2014; Wang
y Liu, 2014). Ambos compuestos pro-
porcionan al aceite esencial un aroma
típico de limón, de acuerdo con la
base de datos de Flavor.net (Cornell
University, 2004) (Tabla 1). El com-
puesto 3-careno, hidrocarbonado y
bicíclico (Figura 8), también más
abundante en Clemenpons, no ha
sido identificado tan frecuentemente
en el aceite esencial de cítricos, aun-
que proporciona un aroma parecido a
los dos anteriores compuestos, según
Flavor.net (Ruberto et al., 1997; Lota
et al., 2001; Hógnadóttir y Rouseff,
2003; Bourgou et al., 2012; Tomiyama
et al., 2012; Wu et al., 2013).
En cuanto a los dos monoterpenos
oxigenados identificados sin ambigúe-
dad y más abundantes en Clemen-
ACEITE ESENCIAL
pons que en Clemenules, el acetato
de a-terpinilo y el trans-carveol (Figu-
ra 9), ambos monocíclicos, proporcio-
nan aromas diferentes a los tres
monoterpenos hidrocarbonados cita-
dos anteriormente, según Flavor.net
(Tabla 1). Así, el acetato de o-terpinilo,
que ha sido identificado en pocos
aceites esenciales de cítricos (Ruber-
to et al., 1997; Hógnadóttir y Rouseff,
2003; Bourgou et al., 2012), tiene un
aroma a cera. El trans-carveol, identi-
ficado en más ocasiones (Minh Tu et
al., 2002; Hógnadóttir y Rouseff, 2003;
Njoroge et al., 2005; Lan Phi et al.,
2006; Viuda-Martos et al.; 2009;
Omori et al., 2011; Cheong et al.,
2011; Liu et al., 2015), tiene un aroma
a alcaravea (Carum carvi) que es una
planta aromática que se suele emple-
ar como condimento alimentario y que
presenta un aroma semejante al anís
(Cornell University, 2004). Este aroma
a alcaravea del trans-carveol, junto
con el hecho de que este compuesto
duplica su abundancia en el aceite de
Clemenpons con respecto al aceite de
Clemenules (Tabla 1), podría explicar
por qué los agricultores afirman que la
corteza del fruto de Clemenpons tiene
un aroma anisado que no logran per-
cibir en los frutos de Clemenules.
En referencia a los dos únicos ses-
quiterpenos más abundantes en
Clemenpons que en Clemenules que
han podido ser identificados en este
ensayo, el a-humuleno y el a-sinensal
(Figura 10), ambos han sido detecta-
dos muy frecuentemente en el aceite
esencial de cítricos (Ruberto et al.,
1997; Lota et al., 2001; Min Tu et al.,
2002; Chisholm et al., 2003a; Merle
et al., 2004; Njoroge et al., 2005;
Fanciullino et al., 2006; Lan Phi et al.,
2006; Boussaada y Chemli, 2007;
Bourgou et al.,, 2012; Deterre et al.,
2012; Liu y col, 2012; Costa y col.,
2014; Wan y Liu, 2014). El a-humuleno,
monocíclico, tiene un aroma a made-
ra, y el a-sinensal, de estructura line-
al, tiene un aroma fresco y dulce
(Cornell University, 2004).
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VARIEDADES
Compuestos volátiles más abun-
dantes en el flavedo de Clemenules
que en el de Clemenpons
La tabla 2 muestra los cinco com-
puestos volátiles que estaban en
mayor concentración en el aceite
esencial de Clemenules que en el de
Clemenpons. En dicha tabla también
se indica el ratio entre la abundancia
de dichos compuestos en el aceite
esencial de Clemenpons y la abun-
dancia de los mismos en el aceite
esencial de Clemenules. Estos meta-
bolitos diferenciales son todos alifáti-
cos de ocho o más átomos de carbo-
no. En concreto se trata de los alco-
holes 1-octanol y 1-decanol y los alde-
hídos dodecanal, tetradecanal y pen-
tadecanal (Figura 11); los dos últimos
compuestos solo han podido ser iden-
tificados de forma tentativa por su
espectro de masas. Su abundancia en
los aceites de Clemenpons es entre
un 39 y un 9%inferior que en los acei-
tes de Clemenules, aproximadamente
(Tabla 2).
De acuerdo con estos resultados,
el flavedo de la variedad Clemenules
parece más rico en compuestos alifá-
ticos que el flavedo de la variedad
Clemenpons. Los alcoholes 1-octanol
y el 1-decanol, más abundantes en
Clemenules, emiten un aroma a
musgo y a grasa, respectivamente
(Cornell University, 2004). El primero
se ha identificado en muchas ocasio-
nes en el aceite esencial de cítricos
(Ruberto et al., 1997; Lan Phi et al.,
2006; Cheongetal., 2011; Bourgou y
col., 2012; Deterre et al., 2012; Liu
et al., 2012; Tomiyama et al., 2012),
mientras que el 1-decanol se ha iden-
tificado en pocas ocasiones (Liu et al.,
2012; Tomiyama et al., 2012). Los
aldehídos dodecanal, tetradecanal y
pentadecanal, también mas abundan-
tes en Clemenules que en Clemen-
pons (Figura 11) se han identificado
en muchas ocasiones en los aceites
esenciales de cítricos, aunque en
mucha mayor medida el primero de
ellos (Ruberto et al., 1997; Hógnadóttir y
Rouseff, 2003; Njoroge et al., 2005; Lan
Phi et al., 2006; Miyazawaet al., 2010;
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Tabla 2. Compuestos más abundantes en Clemenules que en Clemenpons.
0,91+ 0,321-octanol 25,90 alcohol musgo, nuez, setas
1-decanol 32,39 alcohol grasa 0,83 + 0,38
dodecanal 36,43 aldehído grasa 0,72 + 0,22
tetradecanale 41,67 aldehído grasa, maderaf 0,61 +0,19
pentadecanale 46,58 aldehído 0,65 + 0,31
2 Todos son alifáticos.
b Cornell University, 2004.
fresco, floralf
€ Las medias de las abundancias para cada uno de los compuestos mostraron diferencias significativas entre
ambas variedades, p<0.05, según t de Student.
d Miyazawaet al., 2010.
* Compuesto detectado tentativamente.
f Chisholm et al., 2003b.
Deterre et a/., 2012; Liu et
al., 2012; Tomiyama et al.,
2012; Costa et al., 2014; Liu
et al., 2015). Los dos prime-
ros aldehídos proporcionan
un aroma a grasa, al igual
que el 1-decanol, mientras
el pentadecanal aporta un
aroma floral (Chisholm et al.,
2003b, Cornell University,
2004; Miyazawaet al., 2010).
Así pues,el flavedo de la
variedad Clemenpons pare-
Stdodecanal¿ artaeotetradecanal>A'1pentadecanalce más rico en compuestosterpénicos que el flavedo dela variedad Clemenules, en concretomás rico en mono y sesquiterpenos,los cuales le pueden proporcionar adicho flavedo mayores notas aromáti-cas de limón, madera, pino y alcara-vea, la cual recuerda al anís. Dadoque los compuestos terpénicos deri-
van de la vía del ácido mevalónico
(Bruneton, 2001), parece que esta vía
estuviese más potenciada en la varie-
dad Clemenpons que en Clemenules.
A su vez el flavedo de la variedad
Clemenules se muestra más rico en
compuestos alifáticos aldehídicos y
alcohólicos de cadena de más de
siete átomos de carbono, que suelen
aportar unas notas aromáticas de
grasa, musgo y florales. Estos com-
puestos alifáticos proceden de la oxi-
dación de los ácidos grasos, por lo
que este proceso de oxidación de lípi-
dos parece más potenciado en la
variedad Clemenules que en
Figura 11. Aldehídos alifáticos identificados.
Clemenpons (Bruneton, 2001). Para
confirmar estos matices olfativos (más
hacia limón y alcaravea en el caso de
Clemenpons y más hacia flores y
grasa para Clemenules) sería necesa-
rio realizar un estudio complementario
empleando un olfactómetro acoplado
al cromatógrafo de gases, ya que la
nariz humana no tiene por qué apre-
ciar necesariamente las variaciones
de concentración de los compuestos
volátiles que hemos determinado en
este trabajo. No obstante, el hecho de
haber conseguido diferenciar los fru-
tos de dos variedades tan semejantes
como Clemenules y Clemenpons a
través del análisis de los compuestos
volátiles del aceite esencial, viene a
confirmar que este tipo de análisis es
útil para diferenciar entre sí varieda-
des de clementinas que genéticamen-
te son muy difíciles de distinguir.
CONCLUSIONES
Tras el estudio comparativo de los
compuestos volátiles que constituyen
los aceites esenciales del flavedo de
los frutos de las variedades
Clemenules y Clemenpons, cultivadas
ambas en zonas de clima mediterrá-
neo, se puede concluir lo siguiente:
- El perfil volátil de los aceites
esenciales de ambas variedades pre-
senta diferencias que permiten distin-
guir ambos tipos de frutos, lo cual no
había sido posible hasta el momento a
través de ninguna característica mor-
fológica de dichos frutos.
- Los aceites esenciales de ambas
variedades presentan diferencias
cuantitativas, no cualitativas, es decir,
ambos presentan los mismos com-
puestos pero no en la misma concen-
tración.
- El flavedo de la variedad Clemen-
pons parece más rico en algunos mo-
noterpenos, como por ejemplo los com-
puestos 3-careno o trans- carveol, y en
sesquiterpenos como el a-humuleno.
- El flavedo de la variedad Cleme-
nules parece más rico en compuestos
alifáticos de cadena superior a 7 áto-
mos de carbono, como el alcohol
1-octanol y el aldehído dodecanal.
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